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OC の再ミエリン化を抑制する細胞外マトリックスの 1 つであるフィブロネク















られているが(Hemmer et al., 2015)、その詳細は不明である。MS で生じる炎症
性細胞の誘引、脱髄、および再髄鞘化等は、CNS のグリア細胞であるアストロ
サイト、オリゴデンドロサイト、ミクログリアなどが重要な役割を持つと考えら
れている(Clemente et al., 2013, Domingues et al., 2016)。 




ンオリゴデンドロサイト糖蛋白（myelin oligodendrocyte glycoprotein: MOG）な
どが知られる(Baxter, 2007, Rangachari and Kuchroo, 2013)。中でも、髄鞘を形
成するオリゴデンドロサイトの発現するタンパク質 MOG の 35 位から 55 位の
アミノ酸配列を持つペプチド MOG35-55 が、現在最も汎用されている C57BL/6J
マウスに免疫するモデルは、EAE の慢性持続性の病型を示し、MS の病態研究






る(Karpus and Ransohoff, 1998, Calderon et al., 2006)。一方で、アストロサイ
トは炎症性細胞の浸潤を抑制するサイトカイン IL-27 を産生することで、EAE 発
症に抑制的に働くことも報告されている(Lalive et al., 2017)。また、活性化アス
トロサイトはフィブロネクチンやコンドロイチン硫酸プロテオグリカンなどの
細胞外マトリックスを産生し、再髄鞘化を阻害することが知られる(Correale 






る。（図 1）FABP は 12 種類のサブタイプがあり、中でも FABP7 は、CNS のア
ストロサイトや OPC に発現しており(Sharifi et al., 2011)、水に不溶な多価不飽
和脂肪酸、特にドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタエン酸（EPA）な






や増殖に重要であること(Arai et al., 2005, Matsumata et al., 2012)、さらに
FABP7 遺伝子の発現は転写因子 Pax6 や Notch シグナルによって制御を受ける
ことが分かっている(Anthony et al., 2005, Arai et al., 2005)。また FABP7 の異常
は、脳の脂質ホメオスタシスの変化を招来し、統合失調症や自閉症病態に関与す
ることが示唆されており(Owada et al., 2006, Maekawa et al., 2011, Shimamoto 
et al., 2015)、FABP7 ノックアウトマウス大脳皮質では、錐体細胞の興奮性シナ
プス伝達が障害され、シナプス形態がヒト統合失調症に類似した変化を示すこ
とが明らかになっている(Ebrahimi et al., 2016)。神経外傷病態に対する関与につ
いては、FABP7 が大脳皮質の刺創モデルにおいて、損傷後のアストロサイトや
OPC の増殖に関与することが示されている(Sharifi et al., 2011, Sharifi et al., 
2013)。成獣マウスの脊髄においては、FABP7 は軟膜境界の GFAP 陽性細胞に







（1）EAE モデルマウス脊髄における FABP7 の発現局在を明らかにすること。 







IV-1. マウスおよび実験的自己免疫性脳脊髄炎 EAE モデルの作製（図 2） 
8-9 週齢雌の C57BL/6J（野生型、WT）および、同系統の FABP7 遺伝子欠失
（FABP7-KO）マウスを実験に用いた。Bittner らの方法(Bittner et al., 2014)を一
部改変し、EAE モデルを作成した。MOG の 35 位から 55 位のアミノ酸配列を
持つペプチドを合成し（MOG35-55 [MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK],Gene 
Script,NJ,US）、150 gのMOG35-55ペプチドと600 gの結核死菌Mycobacterium 
tuberculosis H37Ra（231141,Becton,Dickinson and Company,NJ,US）を含む完
全フロイントアジュバント（F5506-6X10 mL,Sigma-Aldrich,MO,US）を等量混
合し、エマルションを作成した。イソフルラン吸入麻酔下で、エマルションをマ
ウス尻尾付け根皮下に免疫した。免疫 2 時間後および 48 時間後に、百日咳毒素
（168-22471,Wako,Osaka,Japan）200 ng を腹腔内投与し、EAE を誘導し、EAE
の症状発症前（MOG 免疫 9 日後）、症状ピーク時（MOG 免疫 12-15 日後）およ







IV-2. EAE 臨床評価 
EAE の症状評価には Marusic ら(Marusic et al., 2005)の方法を改変した EAE
スコアを用いた。（0：EAE 症状なし，1：尾の麻痺/緊張の損失，2：歩行異常・
片後肢麻痺，3：両後肢麻痺，4：両後肢および前肢麻痺，5：瀕死または死亡。





体 L1、L2 レベルの腰髄を採取し、4％PFA で後固定した（4℃、一晩）。 
パラフィン切片作製のために、後固定した腰髄をエタノールおよびキシレン
で脱水後、パラフィン包埋し、4 μm 厚で薄切した。腰髄の脱髄領域を検出する
目的で、ソロクロームシアニン染色を Kiernan らの報告(Kiernan, 2007)に従って
行った。また、腰髄の FABP7 を検出するために、DAB（ジアミノベンジジン反
応）法による FABP7 の免疫染色を行った。脱パラフィンした切片を 5％正常ヤ
ギ血清でブロッキングした後、抗 FABP7 抗体（ウサギポリクローナル抗体
(Abdelwahab et al., 2003)，250 倍希釈）で一次抗体反応し（4℃、一晩）、ビオ




Laboratories,CA,US）により FABP7 の検出を行った。 
凍結切片作製のために、後固定した腰髄を 30％スクロースに浸漬し、試料が
沈んだ後、OCT コンパウンド（Sakura Finetek,CA,US）に包埋し、10μm 厚に
薄切した。切片を PBS で水和後、0.3％Triton X-100/PBS で透過処理し（室温、
30 分）、5％正常ヤギ血清でブロッキングを行った（室温、1 時間）。ブロッキン
グ後、以下の抗体を用いて一次抗体反応を行った（4℃、一晩）。抗 FABP7 抗体
（ウサギポリクローナル、1：250）、抗 glial fibrillary acidic protein（GFAP）抗




温、1 時間）。使用した二次抗体は以下の通りである。Alexa Fluor 488 標識ヤギ
由来抗ウサギ IgG 抗体（1:500,Thermo Fisher），Alexa Fluor 594 標識ヤギ由来









し、溶解緩衝液（100 mmol/L トリス-塩酸［pH 6.8］、2％ドデシル硫酸ナトリウ
ム、20％グリセロール）でホモジェナイズし、総タンパク質の濃度を
bicinchoninic acid assay（BCA）法により測定した。腰髄総タンパク質を濃度調
整後、15% SDS-PAGE で分離した。分離したタンパク質を PVDF メンブレンに
転写した。メンブレンを 5%スキムミルックでブロッキング（室温、1 時間）後、
抗 FABP7 抗体（1000 倍希釈）で一次抗体反応を行った（4℃、一晩）。HRP 標













データは mean ± SEM で示した。Student’s t 検定により統計学的解析を行




V-1.正常および EAE 発症過程における腰髄の FABP7 発現 
まず、正常 9 週齢雌マウスの腰髄における FABP7 の発現を確認した。過去の
報告(Kipp et al., 2011)と同様に、脊髄白質、中心管（CC, central canal）周囲お
よび背側灰白質で FABP7 の強い発現が認められた（図 3 A, D, G, J, M）。FABP7
と GFAP の二重免疫蛍光染色により、FABP7 陽性のほとんどが GAFP 陽性細胞
すなわちアストロサイトと一致していた（図 3 C, F, I, L, O）。FABP7 免疫染色
のネガティブコントロールとして使用した、FABP7-KO マウス腰髄では FABP7
陽性細胞が認められないことを確認した（data not shown）。なお、FABP7-KO
マウスは WT マウスと比較して FABP7 陽性細胞の有無以外には、脳や脊髄の構
造や機能に明かな差異は見られないことを確認した（data not shown） 
次に、EAE の発症過程における FABP7 の分布および発現レベルを検討するた
めに、MOG 注射 9 日後（9 dpi、臨床症状の発症前）、15 日後（15 dpi、臨床症
状のピーク時）、および 21 日後（21 dpi、病態後期）の腰髄の FABP7 と GFAP
の二重蛍光免疫染色を行った。正常腰髄（コントロール）（図 4 A, E）と比較し
て、9 dpi では FABP7＋GFAP+アストロサイトの数が低下していた（図 4 B, F）。




認められた（図 4 C, G）。さらに、正常腰髄の腹側灰白質では、FABP7 の発現は
ほとんど認められなかったが、15 dpi では背側および腹側の灰白質において
FABP7 の発現増強が認められた（図 5 A-F）。また、FABP7 の発現増強は、中心
管周囲においても確認された（図 5 G-I）。21 dpi において、FABP7 は依然とし
て白質-アストロサイトに強い発現が認められた（図 4 D, H）。しかしながら、灰









V-2. EAE の病態に対する FABP7 欠損の影響 
次に、FABP7-KO マウスおよび WT マウスにおける EAE の臨床症状の程度を
臨床スコアで比較した。WT マウスでは最初に臨床症状が認められたのは 9 dpi
で、発症率が 100%に達したのは 13 dpi であった（図 7 A）。一方、FABP7-KO
17 
 
マウスでは、8 dpi で最初の臨床症状が出現し、10 dpi で発症率 100％に達した。
また、臨床スコアがピークに達する平均日数は、FABP7-KO マウスおよび WT





られた。面白いことに、15 dpiから 21 dpiにかけてWTマウスと比較してFABP7-
KO マウスでは臨床スコアが有意に低値であった。21 dpi での臨床スコアは、WT
マウスは 2.29 ± 0.24 であったが、FABP7-KO マウスでは 1.6 ± 0.19 であった。
さらに、臨床スコアと相関するように、21dpi での腰髄の脱髄領域は、WT マウ
スと比較して FABP 7-KO マウスで低下していた（図 7 C, D）。 
 















る効果を有する(Lau et al., 2012, Correale and Farez, 2015)。と多数の論文で
実証されているためまず初めに着目した。 
 正常腰髄では、フィブロネクチンの発現は WT マウスおよび FABP7-KO マ
ウスの両群で、ほとんど認められなかった。EAE モデルでは、フィブロネクチ
ンは、ミエリン構成蛋白質（MBP）の発現が低下し、脱髄領域であると考えら
れる病変部位で発現が増加した（図 8 A-C, G-I）。また、フィブロネクチンの発
現領域近傍には GFAP 強陽性細胞の分布が認められた（図 8 D-F, J-L）。21 dpi
の腰髄切片におけるフィブロネクチンの陽性面積割合（％fibronectin）を測定










に発現することを明らかにした（図 3）。脊髄アストロサイトにおける FABP7 の
発現は、EAE 症状を発現する前に一過性に低下したが、発症後に上昇し、特に
白質の脱髄領域に集積している反応性アストロサイトにおいて増加した（図 4）。
EAE 誘導 day15 と day21 の腰髄での FABP7 の染色で、FABP7 の発現領域が異




FABP7-KO マウスで短縮していた。一方 EAE の発症後、臨床スコアのピークを
示した以降では、WT マウスと比較して FABP7-KO マウスで臨床スコアが低下








FABP7 は、これまでの研究から、大脳のアストロサイトおよび OPC に発現
することが知られている(Sharifi et al., 2011, Sharifi et al., 2013)。本研究では、
正常マウスおよび脱髄疾患モデルマウスの脊髄白質に存在する GFAP 陽性アス
トロサイトで FABP7 の発現が観察された。一方で、脊髄に存在する OPC での
明瞭な発現を確認するには至らなかった。Kipp ら(Kipp et al., 2011)は大脳にお






脊髄における FABP7 の OPC 発現について、さらに検証を行う予定である。 
アストロサイトの活性化は、細胞内脂質環境によって影響され得ることが知
られている(Iglesias et al., 2017, van Deijk et al., 2017)。したがって、FABP7 は、
脂質代謝制御を介してアストロサイトの活性化を調節している可能性が高い。
FABP7 が、長鎖脂肪酸の中でも、ω3 系脂肪酸に特異的な結合能を有すること







本研究では、FABP7-KO マウスにおける EAE 症状の発症は WT マウスよりも
早かった（図 7 B）。1 つの可能性として考えられるのは、アストロサイトが、そ
の機能維持に重要な役割を担う血液脳関門（BBB）を介した FABP7 の関与であ
る。CNS 内毛細血管周囲のアストロサイトは、その突起を血管周囲に伸ばし、
BBB の構成要素として重要な役割を担う(Abbott et al., 2006)。EAE では、発症
および進行過程で、BBB の破綻に伴って、病変が進行することが報告されてい
る(Correale and Farez, 2015)。EAE の誘導により BBB の破綻が起こると、活性
化された CD4 陽性 T 細胞が CNS に浸潤し、CNS における炎症が誘導され、脱
髄が促進されることが知られている(Constantinescu et al., 2011)。したがって、
FABP7 が欠損した脊髄アストロサイトによって構成される BBB では、物質透
過性や反応性が変化し、リンパ球をはじめとする様々な炎症細胞や、炎症物質の
CNS への侵入が亢進したため、FABP7-KO マウスでは EAE の発症が早くなっ









et al., 2011, Lundgaard et al., 2014)。さまざまな神経疾患病態では、CNS の組
織破壊に伴い、アストロサイトの増殖が促され、グリア瘢痕が形成される
(Bardehle et al., 2013)。グリア瘢痕は、CNS 内の障害部位周囲に形成されるこ
とで、正常部位との物質や細胞の障壁として機能する一方で、軸索再生や再髄鞘
化にとっては不利な構造であるともいわれている(Correale and Farez, 2015)。
Sharifi らは、大脳皮質傷害後のアストログリオーシスが、FABP7KO マウスで低






（改善）が認められた（図 7 B）。それに合致するように、EAE 後期では、FABP7-








































（2）FABP7-KO マウスでは、WT マウスに比べて、EAE 症状の発症時期および
臨床症状のピークまでの到達時期が早期であった。 


















BCA：（bicinchoninic acid assay） 
CC：中心管（central canal） 
CCL：CC ケモカイン（CC chemokine ligand） 
CNS：中枢神経系（central nervous system） 




dpi：(days post- immunization) 
EAE：実験的自己免疫性脳脊髄炎（experimental autoimmune encephalomyelitis） 
ECL：化学発光増強（enhanced chemiluminescence） 
EPA：エイコサペンタエン酸（eicosapentaenoic acid） 
FABP：脂肪酸結合タンパク質（fatty acid binding protein） 
FGF：繊維芽細胞成長因子（fibroblast growth factor） 





IgG：免疫グロブリン G（immunoglobulin G） 
IL：インターロイキン（interleukin） 
KO：欠損（knock out） 
MBP：ミエリン塩基性タンパク（myelin basic protein） 
MOG：ミエリンオリゴデンドロサイト糖蛋白（myelin oligodendrocyte glycolipid） 
MS：多発性硬化症（multiple sclerosis） 
OC：オリゴデンドロサイト（oligodendrocyte） 
OCT：（optimal cutting temperature） 
OPC：オリゴデンドロサイト前駆細胞（oligodendrocyte precursor cell） 
PAGE：ポリアクリルアミドゲル電気泳動（poly-acrylamide gel electrophoresis） 
Pax：（paired box genes） 
PBS：リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline） 
PFA：パラホルムアルデヒド（paraformaldehyde） 
PLP：プロテオリピッドタンパク（proteolipid protein） 
PVDF：ポリフッ化ビニリデン（poly vinylidene di-fluoride） 
SDS：ドデシル硫酸ナトリウム（sodium dodecyl sulfate） 
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MOG：MOG35-55 ペプチド 150μg / 完全フロイントアジュバント 200 μL（結
核死菌 H37Ra 600 ng 含む）。 
PTX：百日咳毒素 200 ng / PBS 200 μL 
 
 
図 2．EAE モデルマウス作製のスケジュール 
day 0 に MOG を尾部付け根より皮下注射し、その 2 時間後 PTX を腹腔内注
射した。day 2 に PTX を再度腹腔内注射した（Bittner らのの方法(Bittner et al., 
2014)を一部改変）。臨床症状は day10 ごろより認められた。EAE 症状発症前

































図 4. EAE 中の脊髄における FABP7 発現の変化 
（A-H）FABP7（緑）および GFAP（赤）の発現は、脊髄における免疫蛍光染色
によって検出した。FABP7+GFAP+細胞の数は、対照（A、E）と比較して、9 dpi
（B、F）で減少したが、15 および 21 dpi（C、D、G、H）で増加した。（A-D）
スケールバー = 300 μm、（E-H）スケールバー = 50 μm。（I、J）腰椎脊髄にお
ける FABP7 のウエスタンブロット分析。FABP7 発現レベルは、コントロールと
比較して、6 dpi では有意差はなかったが、9 dpi で有意に減少し、21dpi で有意
に増加した。SEM は自由度 N − 1 の χ2 分布に従い標準偏差 s の推定をし、標






図 5. EAE 中の脊髄の脱髄領域に FABP7 陽性細胞が分布する。 
9 週齢 WT マウスの EAE 誘導 day21 での腰髄の隣接切片におけるソロクロム
















図 7. FABP7-KO マウスにおける EAE 臨床スコアの変化 
（A）EAE 臨床徴候の発生率。WT マウス（n = 8）と比較して、FABP7-KO マ
ウス（n = 8）では臨床徴候の発症および 100％発生率に到達する時間が早かっ
た。（B）EAE の臨床スコアの平均。ピーク時に到達する時間は、WT マウス（n 
= 8）と比較して FABP7-KO マウス（n = 8）の方が早かった。しかし、FABP7-










図 8. EAE 誘導したマウスの脊髄では、脱髄領域にフィブロネクチンが見られ、
活性化アストロサイトから産生されている 










図 9. FABP7-KO マウスの脊髄では、フィブロネクチンの産生が低下する 
（A、B）EAE 化 21 dpi のマウス脊髄実質での FN と GFAP による免疫蛍光染




における白質の fibronectin 陽性面積（E）の割合を、自動画像解析ソフト BX-II 
Analyzer にかけ（F）算出し、数値化グラフ化したものが（C）。FABP7-KO マウ







スコア 臨床所見 臨床所見詳細 





1.5 片方の後肢の障害 1.0 の所見＋両後肢を見比べて片方の肢がもう片方
より落ちている。またはわずかに歩行が不安定。 
2.0 片方の後肢の筋力低下 1.0 の所見＋一方の後肢のつま先を引きずって歩く。
または明らかに歩行が不安定。 






















 上記の表に従って臨床症状をスコア化し評価した（Marusic らの方法(Marusic 
et al., 2005)を一部改良）。 
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